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尿 中 の遊 離 γ一カ ル ボキ シ グル タ ミン酸 定量 のた め の
HPLCに よる改 良法
桒原 晶子,木 戸 詔子
An Improved Method for the Determination of Free  y-Carboxyglutamic Acid 
       in Urine by High Performance Liquid Chromatography
Akiko Kuwabara and Shoko Kido
  A rapid and sensitive high performance liquid chromatographic (HPLC) method for the determination 
of free y-carboxyglutamic acid (Gla) in urine using precolumn fluorescent derivatization with OPA/ET 
reagent was previously developed. In the present study, we improved the method for quantitative analysis 
of urinary free Gla. 
1) Fluorescent strength of OPA/ET reagent reached a maximum level after 3 days from the preparation of 
the reagent. Then the fluorescent strength was maintained at least after 3 weeks by the addition of 
ethanthiol every 3 days. 
2) An urine sample was diluted by 20 to 60-folds and a 2.5 µl aliquot of the diluted urine sample contain-
ing about 1 to 2 pmol of Gla was injected into the ChemcoPak Liquid Chromatography Columns packed 
with Nucleosil 5SB. The mobile phase consisted of 0.12 M sodium citrate buffer (pH 5.28) and acetonitrile 
in the ratio 60:40. Under these conditions, Gla peak appeared in a retention time of about 7 to 10 minutes 
and was completely resolved from the other amino acids. Since the peak disappeared after the sample was 
subjected to decarboxylation treatment, the peak was confirmed to contain only Gla. 
3) This method gave a linear standard curve in a range of 0.10-150 pmol and allowed quantitative analysis 
of Gla in an amount as low as 0.1 pmol. We used the standard curve in a range of 0.10-4.0 pmol for urinary 
Gla analysis. This is a sensitive and simple assay of free Gla in urine which was subjected to only dilution 
without further treatment.
(Received September 8, 2005)
1.は じ め に
γ一カルボ キシ グルタ ミン酸(3一 ア ミノー1,1,3一プ ロ
パ ン トリカ ルボ ン酸,略 称Gla)は 下 記 に示 す よ う
な生体 の特 定 タ ンパ ク質 の構 成 成分 として存在 し,
タンパ ク質 前駆体 分子 の グルタ ミン酸残基 のγ位 が,
ビタ ミンK依 存性 カ ルボキ シラーゼに よ り選 択的修
飾 を受 けて カ ル ボキ シ ル化 され る。1974年Stenflo
ら1)に よって,Glaは 血 液凝 固因子 の第II因 子 であ
るプ ロトロン ビンの正常分 子 中に発見 され,こ の こ
京都女子大学家政学部食物栄養学科第一・調理学研究室
とか らビタ ミンKが 各臓 器 の ミク ロソー ム分 画 に存
在す るカルボ キ シラーゼを活性 化 し,γ 一カル ボキシ
ル化反応 の補助 因子 として機能 す る こ とが明 らか に
され た。 さ らに典型 的 な血 液凝 固 因子 で ある皿,X
お よびIX因 子 に もGlaが 含 まれてい るこ とが報告 さ
れた2-4)。そ の後,血 漿 タ ンパ ク質 の プ ロテ イ ンMや
プ ロテ インZ,抗 凝 固作用 を有 してい るプ ロテ イ ンC
や プ ロテイ ンCの 補 助 因子 で あ るフ.ロテ インSな ど
に もGlaが 含 まれ てい る ことが認 め られ た2-4)。また,
Glaは 血液 凝固系 とは全 く関係 の ない骨基質 タ ンパ
ク質 や腎臓結 石,腎 臓組 織 のタ ンパ ク質 な どにも含
まれ てい る ことが確認 された3・4)。体 内 で最 も豊富 に
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Glaが存在するのは骨組織であり，骨の Glaタンパ
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を詰めた ChemcoPakLiquid Chromatography Coト














































Gla 標準液を 3~4 日毎に OPA/ET 試薬で蛍光化し
HPLCによる標準曲線を作成した。 OPA/ET試薬調
製から 16時間までは蛍光強度が不安定とされてい
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2. HPLCの条件は， 20~60 倍希釈尿試料の 2.5μl 中
に 1~2pmol の Gla 量が含まれるように調製し，
Nucleosil 5SBを充填剤とした ChemcoPakLiquid 









0. 1O ~150pmol の範囲で， Gla量に対するピーク
面積を対数処理することなく， Gla量に比例した










決定した HPLC の測定条件下で， Gla量
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線は図 4-Bに示すように， 0. 1O ~4.0pmol を使用す
ることにした。 Kuwadaらによる方法15)では Glaの
検出限界が 0.3pmol ~ 1 nmolとされており，標準曲
線は 0.3pmol ~ 100pmolの両対数目盛で作成されて
いたが，低濃度でのプロット数が少なく，なおかつ
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